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Beschreibung 



Die Erfindung beirifft eine Nukleinsaurekombination unci 
ein Verfahren zum Hybririisieren, insbesqndere zum Trienti- 
nzicre-n von Nukleinsauren. 

Hybridisierungsiechniken, d. h. die gezielre Anlagerung 
zweier komplementarer Nukleinsauren aneinander, stellen 
einen wesentliehen Schrit.t in einer Vielzahl molekularbiolo- 
gischer Verfahren dar. Mil diesen Techniken werden ein- 
zclne Gene oder Teile davon in einer Preparation genom- 
ischer DNA oder das Transkriptionsprodukt eines Genes 
(niRNA) nachgewiesen [Sambrook, J., Fritsch, E. F.. Mania- 
lis, T. Molecular cloning: A laboratory manual. 2 nd ed., vol. 
2, 1989, Cold Spring Harbor: Cold Spring Harbor Labora- 
tory Press, 13.96-97; Constanzi C. Gillespie, D.: Fast blots: 
immobilization of DNA and RNA from cells. In: Guide to 
molecular cloning techniques. Edited by Berger, S. R. and 
Kimmci, A. R., Academic Press Inc., San Diego: Methods in 
Enzymology 1987, 152: p582-87; Schena, M. et al.: Quan- 
titative monitoring of gene expression patterns with a com- 
plementary DNA microarray. Science 1995; 270: 
p467-470]. 

So werden Hybridisierungen beispielsweise in der Ge- 
nomanalyse zur Bestimmung und Charakterisierung der Ak- 
li vital, oder Veranderungen einzeiner Gene oder der Untersu- 
chungen von Mutationen eingesetzt. Ebenso konnen sie die 
Fruherkennung von Krebserkrankungen, die genetische Ri- 
sikoabschatzung bei Volkskrankheiten, wie beispielsweise 
Diabetes oder Hypertonic ermogiichen, so wie der Voraus- 
sage fur die Entstehung der koronaren Herzerkrankung die- 
nen [Ausubel, F. M.; Brent, R., Kingston, R. E., Moore, D. 
E., Seidman, J. G., Smith, J. A., Struhl, K. (Hrsg.) Current 
protocols in molecular biology, 1998, John Wiley Sc Sons]. 

Ublicherweise wird eine Hybridi sie rung mit einer Nach- 
weisreaktion und anschlieBender Identifizierung einer Nu- 
kleinsauresequenz kombiniert. Dazu wird ein Nukleinsaure- 
strang beispielsweise durch Farbstoffe, Radioaktivitat oder 
chemolumineszierende oder fluoreszierende Molekule mar- 
kiert, wahrend der zweite an einer festen Phase gebunden 
ist. In den haufig angewandten Southern-Blots fur DNA- 
Analysen und Northern-Blots fur RNA-Analysen wird die 
teste Phase meist entweder von Nitrozellulose- oder Nylon- 
membranen gebildet. 

In diesen herkommlichen Blot-Systemen wird genoni- 



vverden konnen. So wird die Obcrflache des nur wenige 
Quadraizentimetcr grofien Chips mit eincm "Rasen" von 
Oligonukleotide bedeckt, mit denen die komplenientaren 
Nukleinsaurescquenzen einer DANN- oder RNA-Probe hy- 
bridisiercn konnen. Dicsc Targe rsequenzen werden zuvor 
markien, urn den spateren Nachweis der Hybridisierung zu 
erbringen. 

Die Verwendung von Genchips erlaubt die Untersuchung 
von bis zu mehreren tausend verse hiedenen Sequenzen zur 
gleichen Zeit. und sie lit ge genii be r den herkommlichen Blot- 
Verfahren somit eine Verbesserung dar. Weiierhin kann die 
Hybridisierung auf deni Chip uber einen Scanner ausgewer- 
tet werden, so da6 das Verfahren weitgehend automatisiert 
werden kann. 

Fur die Herstellung von Genchips sind verschiedene 
Techniken entwickelt worden, beispielsweise lithographi- 
sche Verfahren, Siebdruck- oder Reaktionskanalverfahren, 
clcktrochcmischc/-synthct.ischc Verfahren, ink-jet- Systcmc, 
mi cropin- Verfahren, open capillary tips. Auch wird die Ver- 
wendung von Microbeads beschrieben [Lackner, K. J. et al. 
Multiplex DNA- und RNA- Analyse an fluoreszenten Micro- 
beads als Alternative zum DNA-Array. Statusseminar Chip- 
technologie fur DNA-Diagnostik und Sequenzanalyse in 
Deutschland. DECHEMA 1999]. 

Die US-Paientschrift 5 837 832 offenbartein phoio-litho- 
graphisches Verfahren, bei dem das uber cine definierte 
Maske auf einen Trager einstrahlende Licht eine auf diesem 
Trager aufgebrachte funktioneile Gruppe aktiviert und diese 
aktivierte Gruppe mit einer nukleosid-bildenden Einheit rea- 
giert, die ihrerseits wiederum eine licht- aktivierte funktio- 
neile Gruppe tragi. Dieser Vorgang kann beliebig wiederholt 
werden. In Abhangigkeit von der Gestaltung der Maske und 
der Wahl der nukleosid-bildenden Einheiten entsteht ein 
Genchip mit eincm bestimmten Oligonukleotidmuster. 
£ Ein anderes Verfahren ist in der deutschen Offenlegungs- 
schrift. 195 43 232 beschrieben. Bei diesem Verfahren wer- 
den matrix-gebundene miniaturisierte Polymer- und Oligo- 
merbiblioiheken durch eine Mehrschrittsyn these hergestellt, 
indem ein mit einer Mikrostrukturierung versehener Stem- 
•o pel aus inertem Material auf ein Substrat aufgebracht wird, 
das eine Monoschicht aus einem Linker mit terminal ge- 
schiitzten funktionellen Gruppen tragt. Zuvor wird der 
Stempel in ein die terminalen Schutzgruppen befreiendes 
Reagenz getaucht, so daB im folgenden die so freigesetzten 
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ische DNA oder RNA, die sogenannten Targetsequenzen, 45 funktionellen Gruppen nut einem im weiteren hinzugefug- 
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uber ein Agarosegel elektrophoretisch getrennt, auf die Ni- 
tro- oder Nylonmembran transferiert und mit einer bekann- 
len DNA- bzw. RNA-Sequenz als Sonde hybridisien. Die 
Hybridisierung wird durch eine vorherige Markierung der 
Sonde nachgewiesen und ggf. quantifiziert. Diese Verfahren 
sind durch eine hohe Spezifitat gekennzeichnet. Sie besitzen 
aber den Nachteil, daJ3 die Durchfuhrung eines Blotvor- 
gangs sehr arbeits- und zeitintensiv ist, und in einem Durch- 
gang jeweils nur wenige Sequenzen gleichzeitig untersucht 
werden konnen. 

Das Hybridisieren einer Sonde mil einem Target kann 
neuerdings auch durch sogenannte Genchips erfolgen 
[Lockhart, D. J., Dong, H.. Byrne, M. C., Follettie, M T 
(iaUo, M. V, Ghee, M. S\, Mittmann. M., Wang C, Kobay- 
ashi, M., Horton, H. and Brown, E. L. Expression Monito- 60 
ring by Hybridization to High-Densify Oligonucleotide Ar- 
rays. Nature Biotechnology. 14: 1675-1680, 1996; Wo- 
dicka, L., Dong, H., Mittmann, M., Ho, M. H., and Lock- 
hart, D. J. Genome-Wide Expression Monitoring in Saccha- 
romyecs Ccrcvisiac, Nature Biotechnology. 15: 1359-1367, 
1997]. Genchips bestehen aus einem festen Trager aus bei- 
spielsweise einem KunstofY oder Glas, auf den bis zu meh- 
rere lausend kurze Oligonukleotide als Sonden aufgebracht 
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ten Monomer in einer Kettenverlangerungsreaktion reagie- 
ren konnen. Je nach Wahl der durch den Synthesealgorith- 
mus vorbesrimmten Mikrostrukturierung des Sternpels und 
der eingesetzten Monomere konnen in diesem Verfahren 
Nukleinsauren, Peptide, Polysaccharide und andere chemi- 
sche Verbindungen synthetisiert werden. 

Herkommlicherweise werden auf einen Genchip be- 
kannte Nukleotidsequenzen aufgebracht. Besonders bedeut- 
sam sind dabei genspeziflsche Chips, wie z. B. ein Chip mit 
dem "Brustkrebsgen" BRCA-1 oder dem Gen fur das Cytho- 
chrome p450, urn einen bekannten genetischen Defekt zu 
diagnostizieren oder eine Krankheitsdisposition abzuschat- 
zen. 

Die Verwendung der Genchips in dieser Form der Dia- 
gnostik und Prediktion ist begrenzi, da dafur die Kenntnis 
der krankheitsrelevanten spezifischen Nukleinsauresequen- 
zen erforderlich ist. Bisher ist aber nur eine geringer Teil der 
genetischen Information vieler Organisinen sequenziert und 
einer Funktion zugeordnet. 

Die US-Patcntschrift 5 837 S32 cnthalt Uberlegungcn zu 
einem Genchip, der neben bekannten Sequenzen~auch sog. 
kombinatorische Sequenzen (auch Oligonukleotid- oder 
Nukleinsaurekombination) aus acht Basenpaaren tragen 
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kann. Dabei sind diese Sequenzen dadurch definien, dali> sic 
theoretisch als Kombinationsmoglichkeiten der vier Aus- 
gangsbasen Adenin, Guanin, Cytosin und Thy in in und deren 
Analoga bestnnmt sind. Si e sind nichl ex peri men I ell ermil- 
teli. Auch ist die Funktion, Regulation Oder Lokalisation 
dieser Sequenzen im Genom eines Organismus in der Regel 
unbekannt. Dennoch stellen die Hybridisierungsversuche 
mit die sen Nukieinsaure kombinationen beispielsweise bei 
der vergleichenden Analyse von Genomen undExpressions- 
mustem. der Untersuchung von Polymorphismen oder Mu- 
tationen ein geeignetes und wichtiges Instrument dar. Der 
besondere Vorteil kombinatorischer Sequenzen bestehi zu- 
dera in ihrer Universalitat, da sie fur alle Lebewesen glei- 
chermaften zu verwenden sind. 

Die in der US-Patentschrift 5 837 832 theoretisch offen- 
barten kombinatorischen Oktamere haben jedoch in der Pra- 
xis eine nur geringe Bedeutung, da ihre Lange nicht aus- 
rcicht, uni cine stabile Bindung nut. cincr komplementaren 
zweiten Nukieinsaure zu gewahrleisten. Ist die Bindung 
nicht ausreichend stabil. ist die Sequenz-Spezifitat der Hy- 
bridisierungsreaktion zu gering. Dabei wird hier unter Se- 
quenz-Spezifitat das Hybridisieren init einer bestiinmten Se- 
quenz und damit der Nachweis einer bestiinmten Basen- 
folge verstanden. Fur eine ausreichend stabile Hybridisie- 
rung ist bekanntermaBen eine Bindung uber einen Bereich 
von etwa 18 Basenpaaren erforderlich. Die Anzahl aller 
Kombinationsmoglichkeiten einer 18 bp langen Sequenz 
von vier Basen liegt aber bei 4 18 und ubersteigt damit. urn 
GroBenordnungen den auf einem Chip zur Verfugung ste- 
hen den Raum. Somit muB eine kombinatorische Sequenz 
lang genug sein, um eine stabile Bindung zu gewahrleisten, 
aber auch kurz genug, um alle ihre Kombinationsmoglich- 
keiten auf einem Genchip Platz finden zu lassen. 

Ein wei teres Problem liegt in der mangelnden Gen-Spezi- 
fitat eines nur wenige bp langen Oligonukleotids. Dabei 
wird unter der Gen-Spezifitat das Hybridisieren mit einer 
bestimmten Sequenz auf einem Gen oder nur wenigen Gene 
und damit der Nachweis dieses Gens bzw. dieser Gene ver- 
standen. Analoges gilt fur die Spezifitat des Nachweises be- 
stimmter mRNA-Spezies. Dies soli anhand einer Oligonu- 
kleotikombination aus neun Basen am Beispiel des Men- 
schen erlautert werden: 

Auf einer Strecke von neun Basen sind 4 9 = 262 144 (zur 
Vereinfachung etwa 300 000) verschiedene Kombinationen 
moglich. Die Lange des kodierenden Anteils des menschli- 
chen Genom s liegt etwa bei 3 • 10 7 bis 3 • 10* Basen. Diese 
verteilen sich auf etwa 50 000 mRNA-Spezies. Rechnerisch 
kommt jedes dieser 300 000 Nonamer folglich zwischen 
100- und 1000-mal in den rnRNA-Molekulen des Men schen 
vor. Hieraus ergibt sich, da6 jedes Nonamere theoretisch an 
etwa 500 bis 5000 verschiedene mRNA-Spezies binden 
kann. Diese Anzahl ist jedoch zu groB, um die Quantifizie- 
rung einzelner mRNA-Spezies und somit sinnvolle SchluB- 
folgerungen aus einem Hybridisierungsversuch zu erlauben. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, eine 
Oligonukleotidkombination bereitzustellen, die eine defi- 
nierte Hybridisierung mit einer komple men tare n Nukleotid- 
sequenz ermoglicht. 

Diese Aufgabe wird gelost mit einer Nukleinsaurekombi- 
nation, die eine n-mere Sequenz und mindestens zu einer 
Referenzsequenz komplementaren Sequenz umfafit. 

Dabei handelt es sich bei einer Referenzsequenz um eine 
bekannte Sequenz. Die Oligonukleoridkombination ist defi- 
niert als eine beliebige Folge von Nukleotiden, die sich als 
Kombinationsmoglichkcit der Ausgangsbascn Thymin, 
Adenin, Cytosin und Guanin, auch deren Derivate oder 
Analoga konnen enthalten sein. Auch konnen synthetische 
Purine oder Pyrimidine verwendet werden. 



Durch die Verlangerung der konibinatorischen Oligonu- 
kleotide mit einer zu einer Referenzsequenz komplemen- 
taren Sequenz wird die jeweilige Basen paarung stabilisiert. 
Da alle Sequenzkomhinationen an nur eine zu einer Refe- 
5 renzsequenz komplementaren Sequenz gekoppclt sind. 

mmntt die Anzahl der potentiellen Kombinationen eines gc- 
wahlten n-Mers trotz der Erhohung der Sequenz-Spezifitat 
nicht zu, so daJS die Schwierigkeiten im Zusammenhang mit 
dem limitierten Raum auf einem Genchip vermieden wer- 
io den. 

Das verlangerte Oligonukleotid wird femer nur an Target- 
sequenzen der Nukleoude binden, die sowohl zu der kombi- 
natorischen Sequenz als auch zu der zu der Referenzsequenz 
kompiementar Sequenz komplementar sind (siehe Fig. 1). 

15 Die Referenzsequenz kann jede von dem Anwender vorge- 
gebene Lange und Zusammensetzung aufweisen. Fur die er- 
rechneten humanen 500 bis 5000 mRNA-Spezies, die als 
Bindungspartncr cincs cinzigen kombinatorischen Nona- 
mer s potentieli in Frage konmien, reduziert sich damit die 

20 Anzahl tatsachlicher Targetsequenzen erheblich. Die Kopp- 
lung eines kombinatorischen Oligonukleotids an eine zu ei- 
ner Referenzsequenz komplementaren Sequenz bedeuiet so- 
mit auch eine Erhohung nicht nur der Sequenz- sondern 
auch der Genspezifitat der Oligonukleotid- Sonde, Diese 

25 reichl bereils bei kurzen n-Meren aus, z. B. bei Genexpres- 
sionsanalysen, die differentiell exprimierten Gensequenzen 
anhand der Sequenz auf dem Chip identifizieren und daher 
sequenzieren zu konnen. Dies ist aber nur moglich, wenn die 
Zahl der zu sequenzierenden Nukleinsauren durch die Ver- 

30 wendung des erfindungsgemaBen Ohgonukleotids iiber- 
schaubar wird (z. B. weniger als 50). 

Die Referenzsequenz eines Nonamers kann beispiels- 
weise von einer oligol-Sequenz gebildet werden (siehe Fig. 
2). Es ist bekannt, daB die mRNA-Molekule aller eukaryon- 

35 tischen Organismen an ihrem 3-Ende eine Sequenz von 
mindestens 10 Adeninresten tragen. Die Kopplung einer oli- 
gol-Sequenz mit eihem kombinatorischen Nonamer erlaubt 
somit eine stabile Hybridisierung mit mRNA-Molekiilen. 
AuBerdem kann die Hybridisierung nur mit. mRNA-Spezies 

40 erfolgen, die in Nachbarschaft zu der Poly A- Sequenz ein 
komplemen tares Nonamer tragen. Das Vorkommen eines 
bestimmten Nonamers in Nachbarschaft zur PolyA-Sequenz 
liegt schatzungsweise um zwei GroBenordnungen niedriger 
als die absolute Haufigkeit dieses Nonamers in der gesamten 

45 mRNA einer eukaryonti schen Zelle. Somit erhoht. die Kopp- 
lung an eine PolyT-Sequenz die Gen-Spezifitat des kombi- 
natorischen Oligonukleotids. 

Die Verlangerung kombinatorischer n-Mere mittels Se- 
quenzen, die zu anderen Referenzsequenzen komplementar 

50 sind, ist ebenfalls moglich. Nukleinsauren konnen in Stan- 
dard verfahren mit einem Restriktionsenzym geschnitten 
werden, so daB Fragmente mit der Erkennungssequenz des 
verwendeten Restriktionsenzyms entstehen. Erfindungsge- 
maB kann diese Erkennungssequenz als Referenzsequenz 

55 dienen, und eine dazu kompiementare Sequenz auf einen 
Trager aufgebracht werden. So wird diese Sonde nur mit den 
n-Meren der Targetsequenz hybridisieren, die zu der Erken- 
nungssequenz des jeweiligen Restriktionsenzyms benach- 
bart liegen. Diese konnen im weiteren detektiert und quanti- 

60 fiziert werden. 

Ebenso ist nach dem gleichen Prinzip die Verwendung 
behebig anderer Referenzsequenzen, z. B. auch willkiirlich 
ausgewahlter Sequenzen oder konservierter Sequen^en, wie 
z. B. Polyadenylierungssignale oder die Kozak- Sequenz 

65 (sichc Fig, 3) moglich. Bclicbigc Mischungcn vcrschicdcncr 
Referenzsequenzen konnen fur entsprechende Problemstel- 
lungen ebenfalls verwendet werden (siehe Fig. 4). Die Gen- 
Spezifitat dieser Sonde ist dann nochmals erhoht. Die Erho- 
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hung der Gen-Speziiiiai. lafit sich ailerdings schon allein 
durch die Kopplung der kombinatorischen Oligonukleoiide 
an cine odor zvvei bcsliimnie Baser) erreichen. 

Hin Genchip mil den erfindungsge-rnaGen Nukleotidse- 
quenzcn hat vielfachc Vcrwendungsmoglichkeilen. So kann 
er z. B. in der verglcichenden Genoinanalysc, der Untersu- 
chung von Genexpressionen oder bei dem DNA-Fingerprin- 
ling eingesetzt werden. 

Die erfindungsgeiiiaBe Nukleinsaurekombination kann 
bcispieisweise an Trager aus mil Gold beschichtetem Glas 
aufgebracht werden. Das Trage'rmaterial kann auch aus Po- 
ly sryrol- oder Latexkugelchen bestehen, die einen Eisenkern 
aufweisen. 

Im folgenden wird die Erfindung anhand verschiedener 
Ausfuhrungsbeispiele erlautert. 

Beispiel 1 

Kopplung einer OligoT-Sequenz an ein kombinatorisches 
Nonamer 

Vorbereitung des Tragers 

Die mit einer OligoT-Sequenz gekoppelten kombinatori- 
schen OtigonukleoLide werden mil Hilfe von Slandiirdiech- 
niken (DE 196 12 356; US 5 837 832) auf einen geeigneten 
Trager aus mit Gold beschichtetem Glas aufgebracht. Dabei 
isi der Trager in quadratische Felder mit einer Kantenlange 
von 500 um eingeteilt. Die Oligonukleotidsonden werden so 
auf dem Trager aufgebracht, daB sich auf den einzelnen Fel- 
dem jeweils nur eine Variante der Oligonukleotide befindet. 
Bei einem Nonamer ergeben sich 4 9 = 262 144 Felder, wo- 
bei z. B. das Feld 1,1 eine Nukleinsaure der Sequenz 



Markierung und Dei.cktion 

Die gewaschenen Trager werden fur 10 min bei 25°C mil 
einer "Losung eines Si.repiaviriin-Phycoeryihrin-Konjugars 
inkubien und danach mchrfach bei 25°C und 30°C gewa- 
schen. Die Detekiion erfolgt uber Messung der Fluoreszenz- 
emission nach Anregung des Phycoeryihrins durch einen 
geeigneten Laser und ein geeignetes Detektionssystem. 
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Beispiel 2 

Kopplung einer zu der Sau 3A1 Erkennungssequenz kom- 
plementaren Sequenz an ein kombinatorisches Nonamer 



Bei der Vorbereitung des Tragers wird eine zu der Erken- 
nungssequenz des Restriktionsenzyms Sau 3A1 komplemen- 
tare Sequenz an das kombinaiorische Nonamer gekoppeli. 

Nach der Synthcsc der cDNA-Molekulc durch reverse 
Transkription mit einem einfachen oligoT- Primer und in Ge- 
20 genwart eines biotinmarkierten Nukleosidtriphosphats wird 
die RNA nach dem Stand der Technik mit RNase verdaut. 
Die so erhaltenen einzelstrangigen, reprasentativen biotin- 
markierten DNA-Moiekule werden mil dem Restriktionsen- 
zym Sau 3A1 (Erkennung sequenz GATC, Spaltung der Nu- 
25 kleinsaure vor dem 5-Ende) bei 37°C fur 30 Minulen inku- 
bien; Ansielle der markierten cRNA aus BeispieL 1 wird die 
niarkierte restriktionsverdaute DNA in den Hybridisie- 
rungspuffer gegeben. 
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1,2 mit. der Sequenz 
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T n ACGTGTACT, das Feld 

T n ACGTGTACA etc. tragi. T n steht dabei fur die gekop- 
pelte konstante Sequenz. Somit befindet sich auf jedem der 
Felder des Tragers jeweils ein Nonamer mit der allgemeinen 
Formei T n X l X 2 X 2 X 4 X 5 X 6 X 7 XgXg (X n ist dabei ein beliebi- 
ger Baustein der Nukleinsauren, Adenin, Guanin, Cytosin, 
Thymidin). 

Vorbereitung der Sondenlosung 

Aus eukaryotischen Zellen oder Geweben wird mit Hilfe 
von Standardverfahren die polyadenylierte inRNA durch 45 
Bindung an eine oligoT-Matrix isoliert. Mit Hilfe eines oli- 
goT-Primers, der mit. einer T7-RNA-Polymerase-Promotor- 
Sequenz verknupft ist, werden aus der RNA die reprasenta- 
tiven cDNA-Molekule durch reverse Transkription herge- 
stellt. Durch eine in-vitro-Transkription mit einer T7-RNA- 
Polymerase werden aus den cDNA-Molekiilen in Gegen- 
wan eines biotinmarkierten Nukleosidtriphosphats cRNA- 
Molekule synthetisiert. Die so erhaltenen biotinmarkierten 
cRNA-Molekule werden in einem Hybridisierungspuffer 
(0,5 M NaPhosphat; pH 7,2; 7% Natriumlaurylsulfat; 0.5% 
Rinderserum-Albumin; 1 mM EDTA) aufgenommen. 

Hybridisierung 



Beispiel 3 

Kopplung eines Polyadenylierungssignals an ein kombina- 
torisches Nonamer 
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Der Trager wird mil der Hybridisierun$>sl6sung Qber- 
schichtet und bei 42°C inkubiert. Nicht gebundene Nuklein- 
sauren der Sondenlosung werden durch niehrmaliges Wa- 
schen mit einer auf 50°C vorgewarmten Waschlosung (0,1 
M (Na-)Phosphat, pH 7,2, 1% Natriumlaurylsulfat, 1 mM 
EDTA) entfernt. 



In Abweichung zu Beispiel 1 werden folgende Anderun- 
gen vorgenommen: 

Als zu der Referenzsequenz komplemeniare Sequenz wird 
die konservierte Sequenz des Polyadenylierungssignals an 
das nonamere Oligonukleotid gekoppelt. Die RNA wird mit 
40 Hilfe eines Primers der Art. X L Xy XyXyTATT in Gegenwart 
eines biotinmarkierten Nukleosidtriphosphats in die repre- 
sentative cDNA umgeschrieben. Die markierte cDNA wird 
als Sonde in der Hybridisierungslosung eingesetzt. 

Fig, 1 Prinzip des Genchips mit einem durch eine Refe- 
renzsequenz verlangerten Oligonukleotid am Beispiel eines 
Nonamers. 

Die Abbildung zeigt das allgemeine Prinzip einer auf einen 
Trager aufgebrachten Zusammensetzung aus einer zu einer 
Referenzsequenz komplementaren Sequenz und einer kom- 
binatorischen Nukleotidsequenz. Hier wird ein kombinatori- 
sches Nonamer dargestellt - aber auch andere Langen sind 
denkbar. Die Referenzsequenz kann prinzipiell jede vom 
Anwender vorgegebene Zusammensetzung und Lange ha- 
ben. In der Regel wird es sich dabei um konservierte, haufig 
vorkommende oder in jeder DNA bzw RNA vorhandene 
Sequenzen handeln. Die Anwendung des Ghips beruht auf 
Hybridisierung der auf dem Trager aufgebrachten Oligo- 
rnere mit isolierten, synthetischen oder amplifizierten Nu- 
kleinsauren. Bei diesem Vorgang hybridisieren die komple- 
mentaren Sequenzen der Nukleinsauren spezifisch mit den 
Oligomeren des Tragers. Die dazu notwendige Sequenz- 
Spezifitat wird durch Kombination der Referenzsequenz 
und einer kombinatorischen Sequenz mit 4 9 moglichen Oli- 
gomerkombinauonen erreicht. 

Fig. 2 Beispiel cincs Chips mit cincm an cine OligoT-Sc- 
quenz gekoppelten kombinarorischen Oligonukleoud. Die 
Buchstaben stehen fur die Basen der Nukleinsauren (A = 
Adenin, C = Cytosin, G = Guanin und T = Thvmidin, Xn = 
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bcliebige Abfolge dcr Nukleinsauresequenz der RNA). Bin 
dcrartiger Chip kann zu Expressionsuntersuchungen ver- 
wcndet werdcn. Mil einer Kombination der oligomere, va- 
riablen Nonamersequenz und einer decameren oligo(T)-Se- 

Ljuenz isi cine spczifischc Hybridi sic runs, mil cDNAs bz.w. > 

aniplifizicrien cDNAs nioglich. Die 4 9 moglichen Varianten 
dcr kombinatorischen nonamereh Sequenz eriauben das Er- 
t'assen und Quantifizieren des gesamlen exprimierten Gen- 
Pools einer Zelle ohnc die Kenntnis der Gensequenzen. Im 
AnschluB an deranigc Versuche ist eine Sequcnzierung un- 10 
bekannter RNAs mil Hilfc der kombinierten Oligomere als 
Scquenzicrprinier nioglich. 

Fig. 3 Gcnchip mil eineni an einer zu der Kozak-Sequenz 
als Referenzsequenz komplementaren Sequenz gekoppel- 
tcm nonameren kombinatorischen Oligonukleotid. 15 

Fig. 4 AJlgemeines Beispiel einer Kopplung von zwei zu 
verschiedenen Referensequenzen komplementaren Sequen- 
zen an cine kombinaiorischc Oligonuklcotidscqucnz. 



Patentanspruche 20 

1 . Nukleinsaurekombination mil Sequenzen, die eine 
n-Mere und eine zu rnindestens einer Referenzsequenz 
komplementaren Sequenz enthalten. 

2. Nukleinsaurekombination nach Ansprucb 1, ge- 25 
kennzeichnet durch eine nonamere kombinarorische 
Nukicotidsequenz. 

3. Nukleinsaurekombination nach Anspruch 1 oder 2. 
dadurch gekennzeichnet, da/3 die Nukleinsauren an ei- 
ne n Trager gebunden sind. 30 

4. Nukleinsaurekombination nach Anspruch 3, da- 
durch gekennzeichnet, daS der Trager aus mit Gold be- 
schic liter em Glas besteht. 

5. Nukleinsaurekombination nach Anspruch 3, da- 
durch gekennzeichnet, da£ der Trager aus Polystyrol 35 
besteht. 

6. Nukleinsaurekombination nach Anspruch 3, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Trager aus Latex be- 
steht. 

7. Nukleinsaurekombination nach einem der Ansprii- 40 
che 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, da8 die Referenz- 
sequenz die Kozak-Sequenz umfafit. 

8. Nukleinsaurekombination nach einem der Ansprii- 
che 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Referenz- 
sequenz eine Plasmidsequenz umfafit. 45 

9. Verfahrcn, dadurch gekennzeichnet, daB Nuklein- 
sauren mit einer komplementaren Nukleinsaurekombi- 
nation hybridisiert werden, die eine zu rnindestens ei- 
ner Referenzsequenz komplementare Sequenz umfafit. 

_ 50 
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